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再接种内生真菌对葡萄叶内生真菌群落结构的影响 
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(云南大学 生命科学学院  云南 昆明  650091) 

 
 

摘  要：【目的】探讨回接内生真菌对葡萄叶内生真菌群落结构的影响。【方法】将葡萄叶中分

离到的 8 株内生真菌回接到健康生长的玫瑰蜜葡萄叶片上，同时设置管理上喷施农药与未喷施

农药两组处理，3 个月后分析不同真菌菌剂处理后葡萄叶片内生真菌的分离率、优势度和多样

性指数。【结果】5 种菌剂的处理(Xylaria sp.、Nigrospora sp.、Alternaria sp. 1、Alternaria sp. 2

和 Colletotrichum sp.)在处理后的叶片中分离到了较多数量的接种菌。不同菌剂处理后葡萄叶片

菌群结构差异显著。【结论】与对照处理的葡萄相比，菌剂的处理增加了叶内生真菌的分离率，

但显著降低了内生真菌的多样性指数；发现喷施农药组叶片内生真菌的分离率较低，但多样性

相对较高。 
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Effects on folia endogenous flora structure of grape after 
re-inoculation with different endophytic fungi 

MA Mian-DiΔ  ZHANG Xiu-YingΔ  CHENG Yu  HUANG Zhi-Yu 
ZHANG Han-Bo  YANG Ming-Zhi* 

(School of Life Sciences, Yunnan University, Kunming, Yunnan 650091, China) 

Abstract: [Objective] The research is to study the effects of endophytic fungi re-inoculation on folia 
endogenous flora structure of grape. [Methods] Eight strains of endophytic fungi which isolated 
from wine grape leaves were re-inoculated to the healthy leaves of grapevine (variety: Rose-honey), 
and the effects on the folia endophytic fungi structure of grape were analyzed. Meanwhile, effects 
differences on the endophytic fungi structure to both groups of grapevine with and without pesticide 
after endophytic fungi re-inoculation, were also studied. We describe the folia endophytic fungi 
structure by using the isolation rate, dominance index and diversity index three months after 
re-inoculation. [Results] The results indicated that among all the treatments, five strains of the 
inoculated endophytic fungi (Xylaria sp., Nigrospora sp., Alternaria sp. 1, Alternaria sp. 2 and 
Colletotrichum sp.) can be relatively higher frequently isolated. Significant differences of folia 
endophytic fungi structures were found between one fungus re-inoculation and another. [Conclusion] 
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Compared with the controls, fungi re-inoculation can increase the isolation rate, but decrease the 
diversity index significantly of folia endophytes. And the using of pesticide could decrease the 
isolation rate, but shares a higher diversity of folia endophytic fungi, compared with that of the 
pesticide free group. 

Keywords: Grape, Re-inoculation, Edophytic fungi, Fungal community structure 

植物内生菌是十分重要的微生物资源。内生菌

与植物在长期的进化过程中形成了互惠共生的关

系。内生菌一方面依靠从宿主植物中吸收营养物质

供自己生长，同时内生真菌又可以通过自身的代谢

产物或借助于信号传导作用对宿主植物体产生影

响。研究表明内生菌对宿主植物至少有下列几个方

面的有益影响：内生菌可以通过产生植物生长素和

增强宿主植物对氮、磷等营养元素的吸收两个方面

促进植物生长[1]，增强宿主植物的抗逆性[2-3]以及

对病虫害的抵御能力[4]；此外，植物内生菌可以产

生抗肿瘤、抗生素、抗氧化等各种有活性的次级代

谢产物[5-6]，是现代药物的重要来源之一。因此关

于植物内生菌的研究从 20世纪 90年代起已逐渐成

为微生物学家们关注的热点[7]。 

在宿主植物中，不同的内生菌可以占据不同的

生态位，他们相互作用，共同促进植物的生长，也

相互制约，一种内生菌可能抑制其他一些内生菌生

长，而促进另外一些内生菌的生长，从而在植物体

内建立一种生态平衡，植物体可以被看作一个微生

态系统[8]。所以研究植物中内生菌之间的互作关

系，显得十分必要。 

葡萄及其制品由于其重要的经济价值，世界各

国对葡萄品质及病原菌防治等方面研究较多[9-10]，

但对葡萄内生真菌方面的研究少有报道。而利用葡

萄内生真菌来提高葡萄的适应性及品质是一条值

得尝试的新途径。目前对于回接植物内生真菌对植

物品质的影响研究较多，如金蕊等通过回接内生真

菌对大麻生理以及农艺性状均有显著影响[11]，郑

小嘎等研究表明通过回接内生真菌烟叶的品质较

对照得到明显改善[12]。而回接的菌种在植物中是

否可以被分离到，及其对植物内生真菌菌群结构有

何影响未见报道。 

本实验将前期从不同品种的葡萄叶片分离获

得的 8株内生真菌回接到玫瑰蜜葡萄叶上，以此来

探究回接内生真菌对葡萄叶内生真菌的分布和群

落结构的影响，从而为葡萄内生真菌资源的开发利

用奠定基础，对科研和生产实践也有重要意义。 

1  材料与方法 

1.1  材料 

1.1.1  实验材料与实验样地：实验材料为云南高原

产区的主要栽培品种之一酿酒葡萄玫瑰蜜，种植于

云南省弥勒县的东风农场，本次实验选取其中一亩

树龄为 3年生长良好的葡萄作为实验材料，弥勒县

东风农场属亚热带季风气候，海拔 1 400 m，年降

雨量 987.5 mm，年平均气温 17.3 °C，年平均日照

2 079.2 h，该农场为云南一些葡萄酒业公司的主要

原料生产基地。 

1.1.2  供试菌株：选取前期从不同品种的叶片中分

离获得的优势菌、常见菌和稀有菌共 8株作为供试

菌株(表 1)。 
 

表 1  供试用葡萄叶内生真菌菌株 
Table 1  Endophytic fungi of grape used in the 

experiment 

菌剂编号 

Endophytic 
fungi number

菌株编号

Strains 
number 

属名 

Generic 

选择依据

Selection 
basis 

A CXB-2 Xylaria sp. 常见属 

B CXB-11 Nigrospora sp. 优势属 

C MXN-8 Chaetomium sp. 常见属 

D HCXL-16 Alternaria sp. 1 优势属 

E CXC-13 Fusarium sp. 稀有属 

F Y73-11 Colletotrichum sp. 优势属 

G HMC-7 Alternaria sp. 2 优势属 

H CXC-9 Gibberella sp. 稀有属 
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1.2  方法 

1.2.1  内生真菌菌剂的制备：将供试菌株在 PDA

培养基上培养 5 d左右，于菌落边缘用直径 8 mm

的打孔器打孔做成菌饼。将菌饼移入装有 200 mL

灭菌 PD培养液的三角瓶中，每个三角瓶接菌饼 5

块，置于 28 °C、150 r/min的摇床上培养 8 d。检

测生长状态并确定无污染后分离出菌丝球，将菌丝

球捣碎，并用无菌生理盐水稀释至 100 mL，即为

真菌菌剂。 

1.2.2  内生真菌的接种：试验采用大田实验，试验

地位于云南省弥勒县的葡萄种植地东风农场，试验

田的光照、管理和施肥均一致。处理时试验田划分

为两个部分，除正常管理之外一部分喷施农药，另

一部分未喷施农药，每部分均设置为 8个菌剂的处

理和对照。各个处理皆随机排列，每个菌株制剂的

处理分 3个重复，每个重复为一个小区的 5株葡萄，

为防止各组间的交互干扰，处理的相邻两株菌株间

相隔一株葡萄。待葡萄抽枝发芽(3 月)，将每种制

备好的菌剂均匀涂抹在不同组玫瑰蜜葡萄叶片的

正反面及其枝条上，每株涂抹约 200 mL，每天早

上 9点左右涂抹一次，共涂抹 3次。实验组和对照

组均要做好标记，对照组都喷施相同量的无菌水。

若菌剂处理后 12 h之内下雨，则需重新处理。 

1.2.3  内生真菌的分离：待葡萄成熟时采集实验组

以及对照组的葡萄叶片进行内生真菌的分离纯化

及鉴定，并采用分离率、优势度和多样性指数来衡

量不同处理的葡萄叶中内生真菌的群落结构。 

(1) 样品采集。于 2013年 7月 14日进行样品

的采集，每个处理分 3 个小区，从每个小区的 5

株葡萄中随机选取 3株，每个植株采集其成熟健康

叶 2片，则每个处理采集 18片叶。对照组也采集

相同数量的叶片，将采集到的叶片分别放入灭菌的

牛皮纸袋内，封口标记后 24 h内送回实验室，4 °C

保存，3日内处理完毕。 

(2) 内生真菌的分离与纯化。将样品叶片剪成

大约 2 cm×2 cm的小片，在超净工作台上进行表面

灭菌处理。先用 75%酒精浸泡灭菌 1 min，无菌水

洗 3–4次，再用 0.1%升汞灭菌 30 s，无菌水洗 3–4

次。将灭菌后的组织块剪去与灭菌剂接触过的边缘

部分，剩余部分剪成 0.5 cm×0.5 cm的小块，接种

到PDA固体培养基上(培养基中加入青霉素G钠和

硫酸链霉素各 80 μg/L以抑制细菌生长)，每皿贴 9

片组织，每个样品 5个重复。置于 28 °C温箱培养

4–10 d。待组织块长出明显菌落时，根据菌落形态、

颜色等外部特征，挑取单个菌落边缘的菌丝做进一

步的纯化，并采用 PDA斜面试管保存。分离中取

最后一次洗液涂布 PDA培养基作为对照，按上述

同样的方法培养，若没长任何菌，则说明表面消毒

彻底，否则重新进行灭菌和分离。 

1.2.4  内生真菌的鉴定：(1) 形态观察。采用经典

的形态学方法进行内生真菌鉴定，通过观察菌落的

颜色、菌落形态、菌丝生长速度、菌丝分枝、有无

孢子、孢子的大小、形状、颜色和产孢结构类型等

形态特征，将所有内生真菌做初步归类后留待分子

鉴定。 

(2) 系统发育学分析。将根据形态特征划分为

同一类型的真菌，每个类型选择 1个代表菌株，采

用 CTAB法[13]提取内生真菌基因组 DNA，并采用

通用引物 ITS4和 ITS5进行 PCR扩增。PCR反应体

系为：1 μL ITS5 (10 μmol/L)、1 μL ITS4 (10 μmol/L)、

5 μL 10×PCR buffer、4 μL dNTPs、1 μL DNA模板、

0.3 μL Taq酶(5U)、37.7 μL ddH2O，总体积 50 μL。

扩增程序：94 °C 4 min；94 °C 1 min，54 °C 1 min，

72 °C 1 min，共 33个循环；72 °C 3 min，4 °C保

存。PCR产物送上海生工生物工程有限公司测序。

将测序结果通过 Chromas 软件校对后，在 NCBI

的 GenBank数据库中通过 BLAST检索，下载相似

度最高的序列作为参考序列，并通过 MEGA 5.0

软件构建系统发育树，通过置信度评估，将菌株鉴

定到属。 

1.2.5  统计分析方法：采用分离率(Isolation rate)、

优势度指数 (Dominance index)、多样性指数

(Diversity index) 3 个指标来衡量不同处理的葡萄

叶中内生真菌群落的分布。 
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分离率指分离到的内生真菌菌株数占分离样

品组织块总数的百分率，可以衡量植物组织中内生

真菌的丰富程度和每个组织块受多重侵染的发生

频率；Berger-parker优势度指数(Di=Ni/N)表示一个

种(属)在群落中的地位与作用，其中 Ni为群落中属

(或种)级真菌 i的数量，N为群落内各属(或种)级真

菌菌株的数量之和；采用多样性指数(H′)反映内生

真菌种群优势度和均匀度的综合指标，根据

Shannon-Weiner 指数公式计算 H′=−ΣPilnPi，其中

Pi 是指某种内生真菌的菌株数占全部内生真菌菌

株数的百分数。 

2  结果与分析 

2.1  处理后玫瑰蜜叶片内生真菌的分布情况 

从 16个处理及两个对照的 720块组织块中共

分离到内生真菌 684株。无论是处理组还是对照组

未喷施农药的葡萄叶片内生真菌的分离率均高于

喷施农药组，各个处理间内生真菌的分离率也表现

出较明显的差异。对于未喷施农药组，其对照组内

生真菌的分离率为 0.76，处理组内生真菌的分离率

均高于对照组，其中经 Alternaria sp. 1处理的其内

生真菌的分离率最高，为 1.13，而经 Fusarium sp.

处理的分离率最低为 0.8，其余 6个处理内生真菌

分离率由大到小分别为 Chaetomium sp.>Xylaria 

sp.>Nigrospora sp.=Alternaria sp. 2>Gibberella 
sp.>Colletotrichum sp.；对于喷施农药组，其对照

组内生真菌的分离率为 0.62，处理组内生真菌分离

率也均高于对照组的，和未喷施农药组相同，这组

中也是 Alternaria sp. 1 的处理其内生真菌的分离

率最高为 0.89，Fusarium sp.的处理最低为 0.62，

和对照组相等，其余 6个处理内生真菌分离率由大

到 小 分 别 为 Alternaria sp. 2>Nigrospora 

sp.>Colletotrichum sp.>Chaetomium sp.=Gibberella 
sp.>Xylaria sp.。结果表明经内生真菌菌剂侵染后，

玫瑰蜜葡萄叶片内生真菌分离率均有所上升(表 2)。  

2.2  处理后玫瑰蜜葡萄叶片内生真菌的组成及

优势度 

将分离到的 684 株内生真菌经形态学和进一

步的分子生物学方法鉴定归于 14个属 25个种，其

中链格孢属 Alternaria为玫瑰蜜葡萄的第一大优势

属，黑孢霉属 Nigrospora 为玫瑰蜜葡萄的第二优

势属。经 Xylaria sp.、Nigrospora sp.、Alternaria sp. 

1、Alternaria sp. 2、Colletotrichum sp.五种菌剂的

处理，在处理后的叶片中均分离到了处理种，且相

比对照和其他处理其优势度明显增高。而Fusarium 

sp.菌剂处理后的叶片中只分离到一到两株该处理

种，Chaetomium sp.和 Gibberella sp.两种菌剂处理

后的叶片中均没有分离到处理种(表 3)。 

 

表 2  不同处理玫瑰蜜葡萄叶片内生真菌的分离率 
Table 2  Isolation rate of folia endophytic fungi of grape with different treatments 

实验组 

Experimental group 

未施农药组 Pesticide free 施农药组 Pesticide 

菌株 

Strains 

组织块数 

Tissue number 

分离率 

Isolation rate (%) 

菌株 

Strains

组织块数 

Tissue number 

分离率 

Isolation rate (%) 

A 47 45 1.04 31 45 0.69 

B 44 45 0.98 36 45 0.80 

C 48 45 1.07 33 45 0.73 

D 51 45 1.13 40 45 0.89 

E 36 45 0.80 28 45 0.62 

F 38 45 0.84 35 45 0.78 

G 44 45 0.98 37 45 0.82 

H 41 45 0.91 33 45 0.73 

对照 Control CK 34 45 0.76 28 45 0.62 
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无论是否喷施农药，菌剂处理组和对照相比其

内生真菌的组成和优势度都具有较明显的差异，其

中Xylaria sp.菌剂处理分离到的内生真菌的种属数

较其他处理稍高，但其优势属链格孢属的优势度比

对照低，相反炭角菌属 Xylaria的优势度比对照或

其他处理明显增高；Nigrospora sp.菌剂处理后分离

到的黑孢霉属的优势度比对照或其他处理有较明

显的增高，链格孢属的优势度和对照相比没有变

化；Alternaria sp. 2处理后链格孢属的优势度明显

增高，高于对照和其他处理，而分离到的种属数最

少，且在其他处理与对照中广泛分布的黑孢霉属在

Alternaria sp. 2处理中并没分离到；Fusarium sp.

和 Alternaria sp. 1 处理后链格孢属的优势度比对

照有较明显的增加，两种处理后分离到的种属数也

较少；Colletotrichum sp.处理后叶片内生真菌菌群

结 构 有 较 明 显 改 变 ， 分 离 到 的 炭 疽 菌 属

Colletotrichum 较其他处理和对照明显的增高； 

Chaetomium sp.和 Gibberella sp.两个菌剂处理后，

其内生真菌的组成和优势度与对照相比均无明显

变化(表 3)。 

喷施农药与未喷施农药两实验组相比：各菌剂

处理后分离到的内生真菌的种属数比对照均有所

降低，而就同一菌剂处理喷农药组内生真菌的种属

数要比未喷农药组稍高，但优势菌的优势度却有所

降低(表 3)。 

2.3  不同处理玫瑰蜜叶片内生真菌的多样性  

指数 

对喷施农药与未喷施农药两个实验组的内生

真菌多样性指数研究表明：就同一菌剂处理而言，

喷施农药组内生真菌的多样性指数明显高于未喷

施农药组(图 1)。 

各种不同菌剂处理之间内生真菌的多样性指

数也具有较明显的差异，除经 Xylaria sp.处理的玫

瑰蜜叶片内生真菌的多样性指数较对照稍高外，其

余各处理内生真菌的多样性指数相比对照均有所

下降，其中经 Alternaria sp. 1、Alternaria sp. 2和

Fusarium sp.三种菌剂处理的玫瑰蜜叶片内生真菌

的多样性指数较其余处理降低更为明显(图 1)。 

3  结论 

再接种内生真菌改变了玫瑰蜜葡萄叶片内生

真菌的群落结构和分布，增加了玫瑰蜜叶中内生真

菌的数量和优势度，降低了内生真菌的多样性指

数。喷施农药提高了内生真菌的多样性，但降低了

内生真菌的分离率。 

4  讨论 

内生真菌主要有两种传播方式：一种为垂直传

播，有些内生真菌不能产生有性孢子，通过菌丝生

长进入子房和胚珠，并借助宿主种子传播；另一种

为水平传播，这种内生真菌可产生孢子，是借助孢 
 

 
图 1  不同处理葡萄叶片内生真菌的多样性指数 

Figure 1   Diversity index of grape folia endophytic fungi after different fungus re-inoculation 
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子或风、降水等途径进行传播[14]。研究表明生活

在木本植物组织中的非麦角类内生真菌是通过水

平方式进行传播的，大量萌发的真菌繁殖体在叶片

上附着聚集，然后通过表皮的渗透或通过气孔进入

而感染植物[15]。内生真菌也可以通过分解植物表

皮细胞壁或通过各种自然孔口或伤口等进入植物

进行传播[16-17]。本研究中在外界环境条件不改变的

情况下，采用喷洒或涂抹真菌菌剂法侵染葡萄叶

片，通过反复侵染提高了葡萄叶片受侵染的几率，

研究表明幼苗期对植株进行人工侵染的成功率要

较在成熟期侵染的成功率高[18]，本研究在葡萄抽

枝发芽时进行内生真菌的接种，在一定程度上也提

高了侵染的成功率，结果使受菌剂处理的葡萄叶片

内生真菌的分离率增高，因此将真菌孢子、菌丝液

喷洒或涂抹在葡萄叶上的人工接种方法对于真菌

在葡萄叶中的再内共生化是可行的。然而喷施与未

喷施农药两个实验组葡萄叶片内生真菌分离率表

现出明显的差异性，这可能是由于真菌侵染葡萄叶

片的成功率与侵染次数和侵染时间有关，在侵染次

数相同的情况下，侵染的时间越短，成功率越低，

而在喷洒或涂抹菌剂后喷施农药缩短了真菌侵染

时间，所以未喷施农药的葡萄叶片内生真菌的分离

率要比喷施农药的高。 

此外，在供试的 8 种内生真菌菌剂中，经

Xylaria sp.、Nigrospora sp.、Alternaria sp. 1、

Alternaria sp. 2和 Colletotrichum sp.五种菌剂处理

的叶片中分离到与处理种形态上相似的菌株，分子

生物学方法鉴定其 ITS序列与处理种相同，且该处

理种的优势度明显高于对照和其他处理中该种的

优势度，因此可以初步认为这 5种菌剂接种成功。

其余 4 种菌剂的处理在处理后的叶片中没有分离

到处理株或只分离到少数几株。前期的研究表明，

侵染较易成功的这 5 种菌剂在葡萄叶中属于优势

菌或常见菌，可能是由于这些内生真菌与植物在长

期进化过程中形成了比较互利的共生关系，更容易

争取到营养和生长空间，进行大量繁殖。此外，不

同植物内生真菌的种类和基因型是不相同的，而内

生真菌对宿主植物也具有选择性，真菌孢子吸附到

寄主表面并被认识的过程是由真菌孢子表面多糖

和寄主植物的调控所决定的[19]，所以不同内生真

菌的基因型只有找到与之相适应的宿主植物才可

以成功侵染。 

国内外关于葡萄内生真菌多样性的研究报道

较少，王增福等[20]对酿酒葡萄内生真菌群落研究

表明不同葡萄品种内生真菌的分离率不同，其中链

格孢属、青霉属 Penicillium 和镰刀菌属 Fusarium

是其中的优势种群。作者前期对同一生境下的 9

个不同葡萄品种葡萄叶内生真菌的多样性研究结

果表明，葡萄叶片内生真菌数量丰富，具有一定的

宿主专一性，但多样性总体偏低，炭疽菌属和链格

孢属为葡萄的优势属[21]。本研究分离到的内生真

菌中，链格孢属也是玫瑰蜜葡萄的第一大优势属。

链格孢属作为植物内生真菌经常被分离到[22]，可

能是由于链格孢属在葡萄叶片中比其他种属的真

菌有更强的适应性，更容易在宿主植物中生长和传

播。同样在本实验中经链格孢属的两个种

Alternaria sp. 1和 Alternaria sp. 2的菌剂侵染后，

内生真菌的分离率较其他菌剂更高，链格孢属的优

势性也更加明显，但侵染后的叶片中内生真菌的种

类和多样性明显降低了。对分离到的链格孢属菌株

进行显微观察，发现其菌丝体生长较快且极易产生

分生孢子，这些特征有利于链格孢属真菌侵染葡萄

叶。其余各菌剂处理也使葡萄叶内生真菌的分离率

增加，但多样性有所降低。内生真菌剂的侵染使葡

萄叶片内该种内生真菌的数量增多，可能会抢占其

他内生真菌的生长空间和营养物质，对其他内生真

菌产生拮抗作用，导致其他内生真菌的数量和种类

下降，从而使侵染后葡萄叶片的内生真菌多样性   

下降。 

植物内生真菌的丰富度及其多样性与不同的

植物以及其生长环境有关，就同一地区同一种植物

而言，虽然其内生真菌群基本相似，但不同年龄和

不同组织上的内生真菌的丰度和分布明显不    

同[23]。自然条件下葡萄叶内生真菌会随葡萄生长
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发育时期的变化而变化，本研究中接种不同内生真

菌后葡萄叶内生真菌的组成、优势度及多样性的变

化不同，这可能与供试菌种的特性存在密切关系，

其中的作用机理还有待进一步研究。 
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